Histone Methylation Regulates Retinoic Acid-induced Hoxc Gene Expression in F9 EC Cells by 김명희 & 민혜현
Histone Methylation Regulates Retinoic Acid-induced Hoxc Gene Expression in 
F9 EC Cells
Hyehyun Min and Myoung Hee Kim*
Department of Anatomy, Embryology Laboratory, Brain Korea 21 Plus project for Medical Science, Yonsei University College of Medicine, Seoul 
120-752, Korea
Received December 1, 2014 /Revised March 11, 2015 /Accepted March 12, 2015
Hox genes encode a highly conserved family of homeodomain-containing transcription factors control-
ling vertebrate pattern formation along the anteroposterior body axis during embryogenesis. Retinoic 
acid (RA) is a key morphogen in embryogenesis and a critical regulator of both adult and embryonic 
cellular activity. Specifically, RA regulates Hox gene expression in mouse- or human-derived embry-
onic carcinoma (EC) cells. Histone modification has been reported to play a pivotal role in the process 
of RA-induced gene expression and cell differentiation. As histone modification is thought to play an 
essential role in RA-induced Hox gene expression, we examined RA-induced initiation of collinear ex-
pression of Hox genes and the corresponding histone modifications in F9 murine embryonic ter-
atocarcinoma (EC) cells. Hox expression patterns and histone modifications were analyzed by semi- 
quantitative RT-PCR, RNA-sequencing, and chromatin immuno-precipitation (ChIP)-PCR analyses. The 
Hoxc4 gene (D0) was initiated earlier than the Hoxc5 to –c10 genes (D3) upon RA treatment (day 0 
[D0], day 1 [D1], and day 3 [D3]). The Hox nonexpressing D0 sample had a strong repressive marker, 
H3K27me3, than the D1 and D3 samples. In the D1 and D3 samples, reduced enrichment of the 
H3K27me3 marker was observed in the whole cluster. The active H3K4me3 marker was closely asso-
ciated with the collinear expression of Hoxc genes. Thus, the Hoxc4 gene (D1) and all Hoxc genes (D3) 
expressed H3K4me3 upon transcription activation. In conclusion, these data indicated that removing 
H3K27me3 and acquiring H3K4me3 regulated RA-induced Hoxc gene collinearity in F9 cells. 
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서   론
Hox 유전자는 동물의 초기 배 발생 과정 중 시공간적으로 
특이적인 발현을 하여 전후축 형태 형성에 중요한 영향을 끼
치는 전사 조절 인자로 알려져 있다[2]. 사람이나 생쥐 같은 
고등동물의 경우 39개의 Hox 유전자가 서로 다른 4개의 염색
체에 각각의 cluster를 이루어 위치하고 있으며[9], 각 cluster
에서 배아의 전후축을 따라 3’에서 5’ 방향으로 Hox 유전자가 
순서대로 위치하고 있다[17]. 발생 과정 중 Hox 유전자들이 
순차적으로 발현된다는 것이 보고 되어 있으며[14], 이는 3’ 
쪽에 위치한 유전자들이 5’ 쪽에 위치한 유전자보다 더 머리쪽 
(anterior)에서 발현하며, 시기적으로도 먼저 발현한다는 것을 
뜻한다. 이러한 Hox 유전자의 위치특이적이고 순차적인 발현
은 배아의 형태 형성에 있어 매우 중요한 역할을 하지만, 이에 
대한 정확한 기작은 아직 많은 것이 밝혀져 있지 않다. 
Hox 유전자의 순차적인 발현은 다양한 조절인자들에 의해 
일어나고, 그 발현이 유지된다. Retinoic acid (RA) [18], FGF 
신호[16], Cdx 단백질[25], polycomb group (PcG)과 trithorax 
group (TrxG) [19]이 중요한 조절인자로 알려져 있다. 이 중 
RA는 비타민 A의 유도체로 배아와 중추 신경계의 발달에 관
여하며 상피 조직의 성장과 분화를 조절하는 중요한 형태형성
인자(morphogen)이다[4, 22]. 또한 배자의 발생 과정 중 세포 
수명 등 다양한 생물학적 기능을 조절하는 중요한 역할을 한
다[13]. 특히, RA에 의해 Hox 유전자들의 발현이 유도되고, 
배자의 전후축 형성에 중요한 역할 한다는 것이 보고 되어있
지만[1, 5, 23] 그에 대한 자세한 기작은 잘 알려져 있지 않다.
Hox 유전자의 특이적인 발현은 크로마틴 구조 변형[12]과 
히스톤 변이[19, 20]와 같은 정교한 후성유전학적 기작을 통해 
조절된다고도 알려져 있다. 특히 히스톤 변이는 세포의 분화 
과정 중 매우 중요한 역할을 한다고 알려져 있으며, 히스톤의 
특정 아미노산 잔기의 메틸화, 아세틸화 등을 통해 Hox 유전자
의 발현 양상이 변화된다고 보고된 바 있다[11]. 최근의 보고에 
따르면 형태조절인자인 RA를 처리하여 유전자 전사를 유도한 
F9 생쥐배아 기형암종(embryonic teratocarcinoma, EC)세포
에서 발현에 따라 유전자 좌위에 다양한 히스톤 변이가 표지 
- Note -
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되어 있으며, 크로마틴 구조의 변형이 일어나기도 한다[6, 10, 
12]. 
본 연구에서는 retinoic acid (RA)에 의해 유도된 Hoxc 유전
자의 순차적인 발현이 유전자 좌위의 특정 히스톤 변이에 의
해 일어나는 것인지를 밝히기 위해, F9 EC 세포에 날짜 별로 
레티노산(RA)을 처리 한 후 RT-PCR, RNA-sequencing, ChIP 




본 실험에 사용된 F9 배아암종(EC)세포는 10% heat-in-
activated fetal bovine serum (FBS, WelGENE Inc., Daegu, 
Korea)과 100 ug/ml penicillin-streptomycin (WelGENE Inc.)
을 첨가한 Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM, 
WelGENE Inc.) 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양
하였다. 세포는 5×10-7 M 레티노산(Retinoic acid (RA), Sigma- 
Aldrich, St Louis, MO, USA)을 배지에 첨가하여 분화를 유도
하였고, 시약 처리 후 1일째부터 3일째까지의 세포를 수집하
였다. 시약을 처리하지 않은 세포는 대조군으로 이용하였다. 
RNA의 분리 
적정 조건에서 배양된 세포들의 RNA를 분리하기 위해 
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하였
다. 세포가 담긴 plate의 배지를 제거한 후 PBS로 세척해준 
뒤, 5×106 세포 당 1 ul의 Trizol을 첨가하여 세포를 분쇄시켰
다. 얼음에서 약 5분간 보관한 뒤 회사에서 제공한 방법에 따
라 RNA를 분리하고 농도를 측정하였다. 1 ug의 RNA로 Im-
Prom-llTM Reverse Transcriptase (Promega, Madison, WI, 
USA)를 사용하여 cDNA를 제작하였다.
Reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 및 RNA sequencing
합성한 cDNA를 주형으로 한 PCR은 Taq DNA polymerase 
(Bioneer, Daejeon, Korea)를 이용하여 수행하였고, 모든 PCR 
primer는 이전의 논문과 동일하게 사용하였다[15]. PCR 반응 
산물을 1% agarose를 이용하여 분리한 뒤, 발현의 차이를 비
교하였다. 유전자 발현 정도를 정량적으로 분석하기 위해 
Multi Gauge V3.0 software (Fuji, Tokyo, Japan)를 이용하였
다. 각각의 시료에서 추출한 RNA의 sequencing (RNA-seq 
(exon analysis))은 포항공대 생명과학과 노태영 교수님 실험
실에서 진행하였다. 
In silico data 분석
RNA-seq의 결과는 UCSC genome browser (http://gen-
ome.ucsc.edu/)에서 Genome browser의 custom track에 law 
data를 upload한 뒤 대조군과 실험군의 Hoxc 유전자 발현 양
상을 분석하고 그래프화 하였다. 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay
각각의 시료에서 Hoxc 좌위의 히스톤 변이를 관찰하기 위
해 ChIP assay를 수행하였다. F9 세포는 Formaldehyde (final 
1%)를 첨가한 serum-free DMEM (WelGENE Inc.)배지로 교
체하고 실온에서 15분간 반응시켰다. 2.5 M glycine을 첨가하
여 반응을 종료한 후 12,000 rpm, 4℃에서 5분간 원심분리 시
킨 다음 PBS로 세척하였다. 세척 후 1% SDS, 10 mM EDTA, 
50 mM Tris (pH 8.0)가 함유된 SDS lysis buffer 750 ul를 첨가
하여 얼음에서 10분간 세포를 파괴하였다. 용해시킨 세포는 
VibracellTM sonicator (VCX130, Sonics & Materials Inc., 
Newton, CT, USA)를 이용하여 (30 times, pulse on 10 sec, 
pulse off 30 sec, Amplitude 30%) chromatin DNA 단편이 
500-1,000 bp가 되도록 절단하였다. 절단된 DNA sample에 
salmon sperm DNA/protein A/G agarose beads (Santa 
Cruz, CA, USA)와 1 ug의 H3K4me3, H3K27me3 항체
(Abcam, Cambridge, UK)를 첨가하여 4℃에서 16시간 이상 
반응시켰다. 다음 날, wash buffer로 세척한 뒤 elution buffer
를 첨가하여 15분 동안 실온에서 반응시켰다. 4,000 rpm에서 
5분간 원심분리하고 얻어진 상등액에 RNase A를 첨가하고 
65℃에서 5시간 이상 반응시킨 뒤 PCR purification kit 
(COSMO Genetech, Seoul, Korea)로 DNA를 정제하였다. 
ChIP-PCR
ChIP assay를 통해 얻은 chromatin DNA를 주형으로 하여 
PCR을 수행하였으며, PCR primer와 조건은 이전의 논문[15]
과 동일하게 사용하였다. 반응 산물은 1.5% agarose를 이용하
여 분리한 뒤, 각 시료 간의 히스톤 변이의 차이를 비교하였다.
결과 및 고찰
F9 배아암종 (embryonic carcinoma, EC) 세포에서 RA
에 의한 Hoxc 유전자의 순차적인 발현 변화
레티노산(RA)에 의한 Hoxc 유전자의 순차적인 발현 변화를 
관찰하기 위해 생쥐 F9 EC 세포에 5×10-7 M 의 RA를 3일간 
처리했다. RA를 처리 하지 않은 day0 (D0), RA를 1일 처리한 
day1 (D1)과 RA를 3일간 처리한 day3 (D3), 각각 세 가지의 
RNA 시료를 이용하여 RT-PCR을 수행하였다(Fig. 1A). RT- 
PCR 결과, D0는 Hoxc 유전자들의 발현이 일어나지 않았고 
D1의 경우 Hoxc4만 발현이 유도되었으며, D3에서는 Hoxc4부
터 -c10의 발현이 관찰되었다. Hoxc13은 D0에서부터 이미 발
현하고 있으며 D3에서는 그 발현이 증가하는 것을 볼 수 있었
다. Fig. 1B는 agarose gel에 loading한 PCR 결과물을 β-actin 
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Fig. 1. Expression pattern of Hoxc cluster genes following Retinoic acid (RA) treatment in F9 EC cells by RT-PCR. Mouse F9 EC 
cells were cultured with RA for 3 days. Total RNAs were isolated each day from Day 0 (D0), Day 1 (D1) and Day 3 (D3), 
and then (A) RT-PCR was performed with each Hoxc primers. β-actin was used as a positive control for amplifiable cDNA. 
(B) The RT-PCR results were normalized using the β-actin signal. The data are representative of the three replicate experiments.
값으로 나누어 정량적으로 분석하여 그래프화한 결과로, D0
와 비교하여 D1과 D3에서 Hoxc 유전자의 발현이 앞에서부터 
차례대로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과들을 종합
해 보면 F9 EC 세포에 RA를 처리하여 유도된 Hoxc 유전자의 
발현은 시간에 따라 순차적으로 일어난다는 것을 알 수 있으
며, 이는 이전의 결과와 동일하다[12, 13]. 
RNA-seq을 이용한 Hoxc 유전자의 발현 변화 관찰 
레티노산(RA)에 의한 Hoxc 유전자 발현의 변화를 semi- 
quantitative RT-PCR로 관찰한 뒤, 이를 genome-wide하게 분
석하기 위해 RNA-sequencing을 수행하였다. 이전 단계의 실
험과 동일하게 생쥐 F9 EC 세포에 5x10-7 M 의 RA를 3일간 
처리하였다. RA를 처리 하지 않은 D0 (대조군)와 RA를 3일간 
처리한 D3 (실험군), 각각의 RNA 시료를 이용하여 RNA-se-
quencing을 수행하였다. RNA-sequencing 데이터를 UCSC 
genome browser에 upload하여 분석한 결과, RT-PCR 결과와 
동일하게 D0에서는 Hoxc 유전자의 발현이 거의 일어나지 않
았고, D3에서는 Hoxc4 부터 -c10까지 발현되어 있는 것을 관찰
할 수 있었다(Fig. 2). 또한 Hoxa, -b, -d cluster 유전자의 발현도 
D0와 비교하여 D3에서 증가하는 것을 관찰하였다(data not 
shown). 이와 같이 F9 EC 세포에 RA를 처리하여 유전자의 
전사 정도를 genome-wide하게 분석을 한 결과, Hox 유전자는 
RA에 의해 발현이 유도되며 이는 4개의 Hox 유전자 집합체
(Hoxa, -b, -c, -d cluster) 모두에게 영향을 끼치는 것을 알 수 
있었다.
Hoxc 유전자의 순차적인 발현과 히스톤 변이와의 관계
 Hoxc 유전자의 순차적인 발현 변화가 크로마틴 구조의 리
모델링과 관련되어 있다는 이전의 보고[12]와 더불어 Hoxc 유
전자의 발현과 히스톤 변이와는 어떤 상관관계가 있는 지 알
아보기 위해 히스톤 표지 항체로 ChIP assay를 수행하였다. 
RA를 날짜 별로 처리한 D0, D1, D3 세포에서 크로마틴을 분
리하고, 전사 발현 시 히스톤에 표지 되는 마커인 H34me3 
(histone H3 lysine 4 tri-methylation)과 전사 억제 시 히스톤
에 표지 되는 마커인 H3K27me3 (histone H3 lysine 27 tri- 
methylation) 항체를 첨가하여 반응시켰다. 반응 후 얻어낸 각
각의 크로마틴 시료로 ChIP-PCR을 수행하였다(Fig. 3). D0의 
경우 전사 억제 마커인 H3K27me3이 모든 Hoxc 좌위에서 관
찰되었고, 전사 발현 마커인 H3K4me3은 관찰되지 않았다. D1
에서는 모든 H3K27me3 변이가 사라지고 발현 중인 Hoxc4에 
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Fig. 2. Expression profiles of Hoxc genes following RA treatment in F9 EC cells by RNA-sequencing (RNA-seq). Total RNAs were 
isolated each day from D0 and D3 (D0: control cells with no RA treatment). These RNA-seq data were illustrated using 
UCSC genome browser. Reference genes are depicted at the lower in blue (Hoxc genes). Sequential expression pattern of 
Hoxc cluster genes in RA-untreated (D0) and treated (D3) samples. 
Fig. 3. Histone H3 modifications at Hoxc 
loci in mouse F9 EC cells. ChIP 
assays were performed with the 
indicated histone antibodies on 
cross-linked chromatin samples 
from the Day 0, Day 1 and Day 
3 samples. Immunoprecipitated 
and input DNAs were amplified 
by PCR using region specific 
primers. The data show the re-
sults of one experiment of at least 
three independent experiments 
giving comparable results. 
대한 H3K4me3 변이의 표지만 관찰되었다. D3에는 D1과 마찬
가지로 H3K27me3 변이가 관찰되지 않았고 모든 Hoxc 좌위에
서 H3K4me3 변이가 표지 된 것을 확인할 수 있었다. Hoxc11
과 Hoxc12의 경우 D3에서 발현하지 않음에도 불구하고 
H3K4me3 변이가 관찰되고 있는데, 이는 Hoxc11과 Hoxc12 유
전자는 히스톤 변이만으로는 발현이 시작될 수 없어 다른 전
사인자단백질이 필요한 것으로 유추할 수 있다. 최근 발표된 
논문에서 Hoxc11, -c12 유전자가 posterior Hoxc 유전자의 up-
stream regulator의 영향을 받아 조절된다는 보고[7]가 되어 
있어 단순히 히스톤 표지의 변이만으로는 설명할 수 없는 발
현 기작이 따로 존재할 것으로 보인다. Hoxc13 유전자는 D0에
서부터 이미 발현 되고 있으며, 이는 RA 처리에 의해 증가된다
(Fig. 1). 이 데이터는 1997년에 발표된 실험 결과와 유사한 
것으로[3], 이 논문의 human EC 세포 또한 RA를 처리 하기 
전부터 HOXC13이 이미 발현하고 있으며 RA처리 후 약간의 
발현 증가를 보이는 것이 관찰되었다. 이처럼 다른 Hoxc 유전
자들의 순차적인 발현과 관계없이 Hoxc13 유전자가 따로 발현
하는 것은 EC 세포의 특징으로 보인다. Hoxc13의 경우 히스톤 
변이가 유전자의 발현 양상과 동일하게 움직이지 않는 것도 
관찰되었는데(Fig. 3), Hoxc11, -c12와 마찬가지로 히스톤 표지
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의 변이만으로는 설명할 수 없는 후성유전학적 발현 기작[8, 
24]이 있을 것으로 예상된다. 또한, Hoxc11-c13 유전자 발현과 
관계없이 전체가 동일한 히스톤 마커(D0:H3K27me3, D1:no 
enrichment (Hoxc4 제외), D3:H3K4me3)로 표지 되어있는 것
을 볼 수 있는데, 이는 Hoxc 좌위 전체에서 히스톤 변이가 일어
나지만 posterior Hoxc 유전자(Hoxc11-c13)의 경우 anterior 
Hoxc 유전자(Hoxc4-c10)와 다른 기작으로 발현이 시작되며, 특
히 EC 세포에서 순차적인 발현과 관계없이 따로 독특하게 움
직이는 Hoxc13의 발현은 특이적인 경로가 있을 것으로 추측된
다. 이 과정을 밝히기 위해서는 추가적으로 심도 있는 연구가 
필요할 것으로 보인다.
이상의 결과와 이전에 보고된 결과[12]를 통해 F9 EC 세포
에서 Hoxc 유전자들이 발현하지 않을 때(D0)는 크로마틴 뭉침 
현상과 함께 전사 억제 마커인 H3K27me3이 표지 되어 있으
며, RA를 처리하여 Hoxc 유전자들이 발현할 때(D1, D3)는 크
로마틴 풀림 현상과 함께 H3K27me3 변이가 사라지고, 
H3K4me3 변이는 유전자 발현에 따라 표지 되어있는 것을 알 
수 있다. 결론적으로 F9 EC 세포에서 RA에 의해 유도된 Hoxc 
유전자가 시간에 따라 순차적으로 발현하게 되는 것은 Hoxc 
좌위의 히스톤 메틸화가 중요한 후성유전학적 기작의 하나로 
작용하여 일어나는 것으로 사료된다. 
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초록：F9 EC 세포에서 레티노산에 의해 유도되는 Hoxc 유전자의 발현에 히스톤 메틸화가 미치는 영향
민혜현․김명희*
(연세대학교 의과대학 해부학교실 발생학 실험실)
Hox 유전자는 호메오도메인을 포함한 전사인자로써, 발생 과정 중 전후축을 따라 몸의 형태 형성을 조절하는 
역할을 한다. 레티노산(RA)은 발생 과정에서 필수적인 형태형성인자이며 세포의 특성을 결정하는데 중요한 조절자
이다. 특히, RA는 생쥐나 인간으로부터 만들어진 배아암종(EC)세포에서 Hox 유전자의 발현을 조절한다고 밝혀져 
있다. 또한 RA에 의한 세포 분화와 유전자 조절 과정에 히스톤 변이가 중요한 역할을 하는 것으로 보고되어 있다. 
히스톤 변이가 RA에 의해 유도되는 Hox 유전자의 발현에 특이적인 역할을 할 것으로 유추되기 때문에, 이 연구의 
목적은 F9 생쥐배아 기형암종세포에서 RA에 의해 유도되는 Hoxc 유전자의 순차적인 발현이 히스톤 변이에 의해 
일어나는 것인지를 조사하는 것이다. Hox 유전자의 발현 양상과 히스톤 변이는 semi-quantitative RT-PCR, RNA-se-
quencing 과 chromatin immuno-precipitation (ChIP)-PCR 기법을 이용하여 관찰하였다. RA 처리 후(0일(D0), 1일
(D1), 3일(D3)), Hoxc4 유전자의 발현(D1)은 Hoxc5부터 –c10 유전자(D3)보다 먼저 시작되었다. Hox가 발현하지 
않는 D0 샘플은 전사 억제 마커인 H3K27me3이 모든 Hoxc 좌위에 강하게 표지 되어 있었으나 D1과 D3 샘플에서는 
모든 좌위의 H3K27me3 표지가 확연히 줄어들어 있었다. 전사 발현 마커인 H3K4me3가 Hoxc 유전자의 순차적인 
발현과 더 연관성이 있는 것으로 보이는데 D1에서 Hoxc4 발현과 함께 H3K4me3이 표지 되어 있었고, D3에서는 
Hoxc 유전자 발현과 함께 모든 좌위에서 H3K4me3 마커가 존재했기 때문이다. 모든 결과를 종합해 보았을 때 
F9 세포에서 RA에 의해 유도된 Hoxc 유전자의 순차적인 발현은 Hoxc 좌위에서 H3K27me3가 사라지고, H3K4me3가 
표지 되는 히스톤 메틸화의 변이에 의해 결정되는 것으로 사료된다.    
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